Functional study on conserved non-coding elements around Pax genes in deuterostomes by 冯俊
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
  
学校编码：10384                             分类号_______密级 ______ 
学号：21620111152325         UDC_______ 
 
硕  士  学  位  论  文 
后口动物Pax基因非编码保守元件功能
研究 
Functional study on conserved non-coding elements around 
Pax genes in deuterostomes 
冯   俊 
指导教师姓名： 王 义 权 教 授
专 业 名 称： 遗    传    学 
论文提交日期： 2 0 1 4 年 4 月
论文答辩日期： 2 0 1 4 年 5 月
学位授予日期： 2 0 1 4 年 月
 
答辩委员会主席：           
评    阅    人：           
 
2014 年 5 月
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
 
  
 
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成
果。本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，
均在文中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究
生学术活动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                            ）课题
（组）的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实
验室的资助，在（               ）实验室完成。（请在以上括号
内填写课题或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，
可以不作特别声明。） 
 
声明人（签名）： 
          年   月   日 
 
 
 
 
 
 
 
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
 
 
 
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办
法》等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交
学位论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书
馆及其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国
博士、硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和
摘要汇编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文
应是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密
委员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认
为公开学位论文，均适用上述授权。） 
 
 
                            声明人（签名）： 
年   月   日 
 
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
目录 
I 
目  录 
摘要 ....................................................................................................1 
Abstract .............................................................................................2 
第一章 文献综述 .................................................................................................. 4 
一 文昌鱼——发育遗传学中的新兴模式生物 ............................................. 4 
1 文昌鱼的进化地位与研究意义 ......................................................................... 4 
2 文昌鱼—研究脊椎动物器官起源、胚胎发育、疾病发生等分子机制的良好
模型 ......................................................................................................................... 5 
二 后生动物非编码保守元件 ................................................................... 5 
1 脊椎动物中的非编码保守序列 ......................................................................... 6 
2 无脊椎动物中的非编码保守序列 ..................................................................... 8 
3 非编码保守元件的特点 ................................................................................... 10 
4 非编码保守元件的演化 ................................................................................... 14 
5 非编码保守元件在体轴进化过程中的作用 ................................................... 15 
三 TALEN 和 CRISPR/CAS9 基因组编辑技术简介 ..................................... 16 
1 TALEN 基因打靶技术 ...................................................................................... 16 
2 CRISPR/Cas9 基因打靶技术 ............................................................................ 20 
四 论文的选题和目的 ........................................................................... 24 
第二章  白氏文昌鱼 Actin 启动子的克隆与功能研究 ............... 26 
一 材料与方法 ............................................................................................................ 26 
1 材料与试剂 ....................................................................................................... 26 
2 方法 ................................................................................................................... 27 
二 结果和讨论 ............................................................................................................ 42 
1 Actin-6-2 是一个广泛且高表达的基因............................................................ 42 
2 白氏文昌鱼 Actin-6-2 有 2 个转录起始位点 ................................................. 49 
3 白氏文昌鱼 Actin-6-2 基因上游调控区的功能 ............................................. 52 
4 LacZ 报告质粒在文昌鱼胚胎中的表达谱 ...................................................... 54 
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
目录 
II 
5 Actin-6-2 基因的 小启动子 ........................................................................... 56 
第三章 Pax 基因非编码保守元件功能的研究 ............................. 58 
一 材料与方法 ............................................................................................................ 59 
1 材料与试剂 ....................................................................................................... 59 
2 方法 ................................................................................................................... 59 
二 结果 ........................................................................................................................ 65 
1 后口动物 Pax 基因非编码保守元件（CNEs）的鉴定 .................................. 65 
2 白氏文昌鱼 Pax2/58 基因在胚胎发育中的空间表达谱 ................................ 73 
3 文昌鱼中 Pax2/5/8 基因相关的 CNEs 功能分析 ............................................ 75 
4 后口动物 Pax2/5/8 基因相关的同源 CNEs 的功能分析 ................................ 78 
三 讨论 ........................................................................................................................ 82 
1 后口动物类群 Pax 基因家族周围存在大量的非编码保守元件（CNEs） .. 82 
2 白氏文昌鱼 Pax2/58 基因的空间表达谱 ........................................................ 83 
3 Pax2 基因相关的非编码保守元件（CNEs）起着增强子的功能 ................. 83 
4 后口动物非编码保守元件（CNEs）功能的进化 .......................................... 84 
附件： ......................................................................................................................... 85 
第四章  文昌鱼基因组编辑技术的建立 ...................................... 96 
一 材料与方法 ............................................................................................................ 96 
1 材料与试剂 ....................................................................................................... 97 
2 方法 ................................................................................................................... 97 
二 结果 ...................................................................................................................... 106 
1 GoldyTALEN 能有效地诱导文昌鱼体细胞突变 .......................................... 106 
2 TALEN 介导的文昌鱼基因组大片段缺失 .................................................... 110 
3 TALEN 介导的文昌鱼基因组同源修复 ........................................................ 113 
三 讨论 ...................................................................................................................... 116 
附件： ....................................................................................................................... 118 
总结与展望 .................................................................................... 120 
参考文献 ........................................................................................ 123 
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
目录 
III 
在读期间的学术论文、专利及参加的学术会议：错误！未定义书签。 
致谢 ................................................................................................ 120 
 
 
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
Contents 
IV 
CONTENTS 
Abstruct in Chinese ..........................................................................1 
Abstract in English ...........................................................................2 
Chapter 1 Introduction ...................................................................................... 4 
1 Amphioxus——The new model organim of evolutionary development biology .... 4 
1 Phylogenetic position of amphioxus and research significance .......................... 4 
2 Amphoxus—A good model to study vertebrates origns, embryos development 
and disease occurrence ............................................................................................ 5 
2 Conserved non-coding elements in duterostome ............................................ 5 
1 Conserved non-coding elements in vertebrate ..................................................... 6 
2 Conserved non-coding elements in invertebrate .................................................. 8 
3 Characteristics of onserved non-coding elements .............................................. 10 
4 Evolution of onserved non-coding elements ...................................................... 14 
5 The roles of onserved non-coding elements in animal body plan evolution ..... 15 
3 Brief introduction of TALEN and CRISPR/Cas9 genome editing technologies ... 16 
1 TALEN genome editing method ........................................................................ 16 
2 CRISPR/Cas9 genome editing method .............................................................. 20 
4 Goal of our research ............................................................................ 24 
Chapter 2 Cloning and functional analysis on the promoter of 
amphioxus Actin gene ................................................................... 26 
1 Materials and methods .............................................................................................. 26 
1 Materials and reagent ......................................................................................... 26 
2 Methods .............................................................................................................. 27 
2 Results and discussion .............................................................................................. 42 
1 The gene Actin-6-2 is broadly expressed at a high level ................................... 42 
2 Actin-6-2 has two distinct transcription start sites ............................................. 49 
3 Function of the regulatory region of Actin-6-2 .................................................. 52 
4 LacZ expression pattern of different constructs in amphioxus embryos ............ 54 
5 Minimal promoter of the Actin-6-2 gene ........................................................... 56 
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
Contents 
V 
Chapter 3 Functional analysis on conserved non-coding elements 
surrounding Pax gene family ......................................................... 58 
1 Materials and methods .............................................................................................. 59 
1 Materials and reagent ......................................................................................... 59 
2 Methods .............................................................................................................. 59 
2 Results ....................................................................................................................... 65 
1 Identification of CNEs around Pax genes .......................................................... 65 
2 Expression of B.belcheri Pax2/5/8 gene ............................................................ 73 
3 Amphioxus Pax2/5/8-related CNEs functional assay ........................................ 75 
4 Deuterostome orthologous Pax2/5/8-related CNEs functional assay ................ 79 
3 Discussion ................................................................................................................. 82 
1 Large conserved non-coding elements are present in deuterostome Pax gene 
family surrounding regions ................................................................................... 82 
2 The expression pattern of B.belcheri Pax2/5/8 gene ......................................... 83 
3 A majority of Pax2/5/8 CNEs exhibit enhancer activity .................................... 83 
4 Evolution of deuterostome CNEs function ........................................................ 84 
Attachment ................................................................................................................... 84 
Chapter 4 The establishment of an efficient Genome Editing in 
Amphioxus ...................................................................................... 96 
1 Materials and methods ........................................................................................... 96 
1 Materials and reagent ......................................................................................... 97 
2 Methods .............................................................................................................. 97 
2 Results ..................................................................................................................... 106 
1 Goldy TALEN-induced efficient somatic mutations in amphioxus embryos .. 106 
2 Paired TALENs induce large genomic deletions in amphioxus ....................... 110 
3 TALEN induced homology-directed repair (HDR) in amphioxus ................... 113 
3 Discussion ............................................................................................................... 116 
Attachment ................................................................................................................. 118 
Summary and prospects ............................................................... 120 
Reference ................................................................ 错误！未定义书签。 
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
Contents 
VI 
Publications, Patents and Meeting attented ........ 错误！未定义书签。 
Acknoledgemens .................................................... 错误！未定义书签。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
厦
 门
 大
 学
 博
 硕
 士
 论
 文
 摘
 要
 库
中文摘要 
1 
后口动物 Pax 基因非编码保守元件功能研究 
摘要 
发育遗传学认为后口动物体轴的形成、组织器官的发生等是由一系列重要的
调节基因家族起作用的。而人们不断发现这些基因在后口动物中发挥着类似的功
能，提示它们背后的基因顺式调控网络上存在一定的保守性。已知基因周围的顺
式调控元件结合转录调控因子能驱动基因到不同的组织部位表达，基因顺式调控
网络的正常运行正是依赖于这些调控元件。然而，目前比较基因组学发现顺式调
控元件的保守性只在各个类群之间：比如脊椎动物类群之间、线虫各个种之间以
及果蝇各个种之间都存在保守的非编码保守元件（Conserved non-coding elements, 
CNEs），而在整个后口动物中还没有找到共同保守的 CNE。为了解释这个矛盾，
我们把目光聚集在Pax基因家族上并首次在整个后口动物中找到了Pax基因家族
都保守的 CNE，这其中包括基因组已经发生特化的尾索动物玻璃海鞘。接着在
文昌鱼胚胎中验证了这些 CNE 具有组织特异性增强子的功能。由于文昌鱼基因
组没有经历过脊椎动物起源时的两轮基因组倍增，是研究这些顺式调控元件古老
功能的 佳模型，我们进一步利用文昌鱼 Pax2/5/8 基因的 3 个 CNEs 及其在小鼠、
玻璃海鞘和海胆中的同源 CNEs 分别在文昌鱼胚胎（非脊椎动物系统）和斑马鱼
胚胎（脊椎动物系统）验证功能。这些 CNEs 在文昌鱼和斑马鱼胚胎表现了类似
的表达谱，表明它们都具有相似的增强子的功能。进一步比较发现文昌鱼的 3 个
CNEs 能够在斑马鱼的脑部表达（文昌鱼无大脑只有一个特化的脑泡），表明在
进化选择的压力下CNEs序列保守通过结合“新的”转录因子参与脊椎动物复杂器
官的表达。总之，我们首次在整个后口动物中找到了重要发育调控基因的 CNEs，
并进一步揭示了“旧的”CNE 可以通过结合“新的”转录因子来扩展基因的功能，这
从某个角度上解释了脊椎动物基因调控复杂性和功能多样性的机制，并从另一个
角度阐述了脊椎动物的起源。 
此外，在本文的第二章和第四章，我们还分别对文昌鱼 Actin 基因高效启动
子的开发以及文昌鱼基因组编辑技术的建立做了分析和讨论。 
关键词：顺式调控机制；非编码保守元件；Pax 基因家族；文昌鱼；增强子；Actin
基因启动子；基因组编辑技术
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Functional study on conserved non-coding elements around Pax 
genes in deuterostomes 
Abstract  
Decades of study in developmental genetics has revealed that the embryonic 
patterning of all metazoans is controlled by a common set of regulatory genes, such as 
Pax, BMP, Wnt, Nodal and FGF. These genes sometimes show common expression 
patterns and genetic interactions, suggesting the existence of similar or even 
conserved regulatory circuits. Over thousands of conserved regulatory sequences (also 
called conserved non-coding elements, CNEs) have been identified around these 
patterning genes within an animal group like vertebrates, flies and nematode, but 
surprisingly no such sequence were found among all metazoans. Aiming to resolve 
this discrepancy, here we focused on the Pax family genes which show many similar 
expression patterns among all examined deuterostomes. By carefully aligning the Pax 
gene sequences from vertebrates, Urochordata Ciona intestinalis, Cephalochordata 
Branchiostoma belcheri and Echinodermata Strongylocentrotus purpuratus, we found 
an unexpected large number of CNEs which are conserved in all studied species 
including the much derived Urochordata tunicate. Further functional assays to three of 
these CNEs from Pax2/5/8 gene in amphioxus and zebrafish embryos showed that 
each orthologous CNE from mouse, tunicate, amphioxus or sea urchin could drive 
LacZ reporter gene to express in a similar pattern in amphioxus or zebrafish embryos. 
When comparing their expression patterns between amphioxus and zebrafish we 
found all three CNEs have co-optioned novel regulatory activities in vertebrate brain 
development, probably through recruiting new transcription factors (TFs) on them. In 
summary, our study demonstrated for the first time that the 
transcriptional-developmental genes were regulated by common sets of cis-regulatory 
elements among deuterotomes or even among all metazoans. We predicted that more 
CNEs would be identified between diverse animal groups in future studies. 
Additionally, our work also suggested that by binding to novel TFs, old CNEs could 
confer novel regulatory activities to their target genes and thus expand the expression 
profiles of the target genes. This finding provided an alternative explanation for the 
evolution of vertebrate gene regulatory complexity, and thus gave new insights into 
the origin of vertebrates. 
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In addition, we analysed and discussed the development of high efficiency Actin 
promoters and a stable genome editing method in amphioxus in the Chapter 2 and 4. 
Keywords: Regulatory circuits; CNEs; Pax gene family; Amphioxus; Enhancer; Actin 
promoter; Genome editing method
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第一章 文献综述 
一 文昌鱼——发育遗传学中的新兴模式生物 
1 文昌鱼的进化地位与研究意义 
现在的后口动物（Deterostomia）分为 3 支：棘皮动物门 Echinadermata（如
海胆）、半索动物门 Hemichordata 和脊索动物门 Chordata。脊索动物又可分为 3
个亚门：头索动物亚门（Cephalochordata）、尾索动物亚门（Urochordata）和脊
椎动物亚门（Vertebrata）。文昌鱼隶属于头索动物亚门，其胚胎发育与典型脊椎
动物相似，历经囊胚、原肠胚、神经胚、幼鱼到成体等几个不同阶段；其成体则
是脊椎动物成体的简化版，主要由高度分化的肌节、咽鳃裂与非常简单的脊索、
背神经管、肝盲囊及肠道组成。另外，文昌鱼处在两轮基因组（2R）倍增发生
之前，其基因组极为简单，大小只相当于人的 17% (Garcia-Fernandez and Holland, 
1994; Holland, 2003; Putnam et al., 2008)。因此，文昌鱼一直被用来研究脊椎动物
器官和基因的起源与进化(Holland et al., 2008; Holland et al., 2004)。文昌鱼不仅在
形态上保留了大多数脊椎动物共同祖先的特点，在基因水平上也是如此(Holland 
et al., 2008; Putnam et al., 2008)。相反，尾索动物的代表物种海鞘（Ciona 
intestinalis）无论是在形态上还是在基因水平上都发生了很大的特化(Dehal et al., 
2002)。因此，尽管 近的研究表明，尾索动物与脊椎动物关系 接近，而头索
动物则是 古老的脊索动物(Blair and Hedges, 2005; Delsuc et al., 2006; Putnam et 
al., 2008)，但这丝毫不影响文昌鱼在研究脊椎动物起源与进化中所扮演的重要角
色。 
脊椎动物是如何由无脊椎动物演化而来的这一直是生物学上的重要科学问
题之一，文昌鱼代表了高等动物进化过程中一个重要的过渡阶段，是研究这个问
题的良好模型。通过研究文昌鱼，对我们了解两类动物之间进化发育的过渡机制
乃至对高等脊椎动物的起源，包括人类自身的进化和发育都具有指导意义和参考
价值。因此，文昌鱼不仅是研究脊椎动物起源与器官功能演化的关键类群，而且
在进化发育生物学、比较基因组及功能基因组学研究等方面都具有重要意义
(Bertrand and Escriva, 2011a; Garcia-Fernandez and Benito-Gutierrez, 2009; Gee, 
1994; Holland, 2013; Koop and Holland, 2008)。 
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